Экстракционно-хроматографическое определение пищевых красителей и их полупродуктов в пищевых объектах by Коренман, Я. И. et al.
УДК 543.061
ЭКСТРАКЦИОННО-ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ПИЩЕВЫХ КРАСИТЕЛЕЙ И ИХ ПОЛУПРОДУКТОВ В ПИЩЕВЫХ 
ОБЪЕКТАХ
Я.И.Коренман, П.Т.Суханов, A.C.Губин 
Воронежская государственная технологическая академия 
394000, Воронеж, пр. Революции, 19 
korenman@vrn. vgta. ru
Поступила в редакцию 12 ноября 2004 г.
Для эффективного извлечения пищевых красителей и их полупродуктов из разбавленных 
водных растворов предложена экстракция смесями ацетона с диацетоновым спиртом в при­
сутствии сульфата аммония и N-цетилпиридинийхлорида. Разработан экстракционно-хрома- 
тографическй способ определения красителей и исходных кислот в пищевых продуктах (напит­
ки, кондитерские изделия, йогурты).
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ми, разработка новых способов определе­
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В  производстве продуктов питания ш ирокое 
распространение получили пищевые красители. 
Значительную  их долю составляют азокрасите­
ли, в основном производные нафтолсульфокис- 
лот, которые при сочетании с наф тионовой или 
сульфаниловой кислотой образуют ярко-окрашен- 
ные и легко растворимые в воде соединения. 
М ногие из этих веществ негативно влияю т на 
здоровье человека [1]. Известны  данные о нор­
мировании синтетических окраш иваю щ их ве­
ществ в пищ евы х объектах [2, 3]. О сновными 
способами определения красителей являю тся 
спектрофотометрия [4J, хроматография в тонком 
слое сорбента с последующим ф отометрическим
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определением [5] и метод ТСХ с подвижной и не­
подвижной фазами, модифицированными повер­
хностно активны м и веществами [6].
Большинство красителей содержится в пищ е­
вых продуктах в незначительны х количествах 
(как правило, не более 200 м г /к г  продукта), по­
этому для их надежного определения необходи­
ма стадия предварительного концентрирования. 
Нами предлагается способ экстракционно-хрома­
тограф ического определения наиболее распрос­
траненных красителей: динатрий-4-гидрокси-З- 
(4-сульфонато-1 -наф тилазо)-1 -нафталинсульфо- 
нат (пищевой краситель Е 122); динатрий-6-гид- 
рокси-5-[(4-сульфофенил)-азо-)-2-нафталинсуль-
фонат (пищевой краситель “солнечный закат” , Е 
110); тринатрий-3-гидрокси-4-(4-сульф онато-1- 
нафтилазо)-2,7-нафталиндисульфонат (пищевой 
краситель “амарант” , Е 123); тринатрий  2-гид- 
рокси -1 -(4-сульфонато-1 -нафтилазо)-6,8-нафта- 
линдисульфонат (пищ евой краситель пунцовы й 
4R, Е 124). Способ вклю чает такж е определение 
исходных продуктов синтеза азокрасителей, со­
держание которы х в красителях нормируется: 
1 -нафтол (1Н), 2-нафтол (2Н), 1 -нафтол-4-сульфо- 
кислота (1Н4СК) и 2-наф тол-6-сульф окислота 
(2Н6СК). Красители и полупродукты  определяли 
методом хроматограф ии на бумаге после экст­
ракционного концентрирования. Для экстракции 
объектов исследования применена эквимолярная 
смесь ацетон -  диацетоновый спирт в присутствии 
N-цетилпиридинийхлорида, для элюирования -  
смесь ацетон -  диацетоновый спирт -  вода.
Реагенты и оборудование
Коммерческие препараты нафтолсульфокис- 
лот (ИСК) и нафтолов дважды перекристаллизо- 
вывали из гексана, идентиф ицировали по тем­
пературам плавления (1Н и 2Н) или молярным 
коэффициентам светопоглощения (НСК). Диаце­
тоновый спирт дважды перегоняли и идентиф и­
цировали по показателю  преломления. Осталь­
ные реактивы  (4 -ам иноантипирин , карбонат 
натрия, нитрит натрия, сульфаниловая кислота, 
хлороводородная кислота, сульфат аммония, ра­
створ аммиака, хлорид аммония, персульф ат 
аммония, N - цетилпиридинийхл орид) квалиф ика­
ции ч.д.а., ацетон - квалиф икации ос.ч. Пищевые 
красители (промышленные образцы) содержали 
99,1 % основного вещества. Компоненты фотомет­
рических реагентов готовили по известным ме­
тодикам [7J. Для разделения соединений приме­
няли фильтровальную бумагу “синяя лента” , ко ­
торую предварительно промывали ацетоном и 
водой, высушивали при 105°С.
Методика эксперимента
Эффективность экстракционного извлечения 
оценивали по коэф ф ициентам распределения, 
степени извлечения и коэф ф ициентам концен­
трирования.
Коэф фициент распределения (D) вычисляли 
по уравнению
D = [(А - А р )/А р ](Ѵ в /Ѵ о ),
где А, Ар - оптические плотности раствора до и 
после экстракции соответственно; Ѵо, Ѵв - объе­
мы равновесных органической и  водной фаз, см3 
(предварительно устанавливали соблюдение ос­
новного закона светопоглощения).
Степень извлечения (R, %) рассчитывали по 
уравнению
R = D /[D  + (Ѵв/Ѵо)].
Коэф ф ициент концентрирования (К) вы чис­
ляли по уравнению
К  = (1 0 0 D /R J-D ,
где R = 97 % (практически  полное извлечение 
кислот).
К  50 см 3 р аство р а , содерж ащ его 10“6 -  
-  10-4 м оль/дм 3 1Н4СК, 2Н6СК, 2Н68СК, краси­
тели Е 110, Е 122, Е 123иЕ  124, 1Ни2Ндобавля­
ли N-цетилпиридинийхлорид с таким  расчетом, 
чтобы получился раствор с концентрацией 10"3 
моль/дм3, затем вводили кристаллический суль­
фат аммония до насыщ ения. Отбирали 10 см3 
анализируемого раствора, добавляли 1 см3 сме­
си ацетон -  диацетоновый спирт, экстрагирова­
ли на вибросмесителе 7 -1 0  мин и отделяли экст­
ракт. Ш прицем отбирали 0,025 см3 экстракта и на­
носили на линию  старта в нижней части бумаги. 
Смесь растворителей (ацетон -  диацетоновый 
спирт -  вода в объемном соотношении 1 : 1 : 0,3 
при анализе пищ евых красителей и 1: 1 :0 ,5  при 
анализе полупродуктов) помещали на дно хрома­
тограф ической камеры. После разделения сме­
си красители обнаруживали по собственной о к­
раске, остальные компоненты проявляли раство­
рами 4-ам иноантипирина или сульфаниловой 
кислоты  (табл. 1). Ком поненты  идентиф ициро­
вали в присутствии стандартны х растворов оп­
ределяемых веществ, сравнивая окраску пятен 
исследуемого и стандартного ком понента пос­
ле обработки проявителям и и по коэф ф ициен­
ту  смещ ения
Rf = X /X f,
где X -  расстояние от стартовой линии до центра 
зоны; X f — расстояние, пройденное за такое же 
время растворителем.
Для количественного определения кислот по 
хроматограмме вы резали окраш енны е зоны , 
высуш ивали и взвеш ивали на аналитических 
весах, строили градуировочные граф ики зависи­
мости массы пятна от концентрации сульфокис­
лоты. В табл. 1 приведены коэффициенты рег­
рессии градуировочных графиков, рассчитанные 
методом наим еньш их квадратов.
Подготовка пищевого продукта к  анализу.
Предварительная подготовка негазированных 
н а пи тко в  не требуется. Газированны е воды
предварительно дегазировали, молочные продук- Леденцовые конфеты, джемы, варенье растворя-
ты  центриф угировали для осаждения белков. ли в минимальном объеме воды.
Таблица 1
Проявители, окраска пятен и коэффициенты регрессии градуировочных графиков (с = am + b) при 
экстракционно-хроматографическом определении нафтолсульфокислот, азокрасителей и нафтолов
Определяемое
вещество
Проявитель Цвет окрашенной зоны Коэффициенты регрессии
а b
2-Нафтол-6,8-
дисульфокислота
4-Аминоантипирин 
(pH 10)
Розовый 0,85 0
1-Нафтап-4-
сульфокислота
4-Аминоантипирин 
(pH 8)
Розовый, 2Н6СК не мешает определению 
при концентрациях меньше 
10-4 моль/дм3
0,84 0
Диазотированная 
сульфаниловая кислота
Ярко-желтый 1,05 0,11
2-Нафтол-б-
сульфокиспота
4-Аминоантипирин 
(pH Ю)
Вишневый 0,87 0
Диазотированная 
сульфаниловая кислота
Желтый или оранжево-желтый (при 
концентрациях выше 0,5-10"4 моль/дм3)
0,87 0
Краситель Е 110 - Желтый или оранжево-желтый (при 
концентрациях выше 0,5-1 СИ моль/дм3)
1,0 0
Краситель Е 122 - Темно-красный 1,04 0,09
Краситель Е 123 - Ярко-красный 1,04 0
КрасительЕ124 - Ярко-красный 1,12 0
1-Нафтол 4-Аминоантипирин 
(pH 10)
Вишнево-коричневый - -
2-Нафтол 4-Аминоантипирин 
(pH Ю)
Вишнево-коричневый
Анализ пищевого продукта.
К  50 см3 анализируемого раствора (напиток, 
водный экстракт) добавляли N-цетилпириди- 
нийхлорид до получения раствора с концентра­
цией 10"3 м оль/дм 3 и кристаллический сульфат 
аммония до насыщения. Отбирали 10 см3 раство­
ра, добавляли 1 см3 смеси ацетон -  диацетоно- 
вый спирт, экстрагировали на вибросмесителе 
7 -1 0  мин и отделяли экстракт. Далее анализ вы ­
полняли, ка к  при построении градуировочного 
графика.
Обсуждение результатов
Для определения красителя или полупродук­
та выбирали экстракционную  систему, обеспе­
чивающ ую практически  полное (95 %-ное и бо­
лее) извлечение определяемого компонента: при 
соблюдении этого условия погреш ность, вноси­
мая на стадии пробоподготовки, минимальна. При 
разработке способа концентрирования и опреде­
ления установлено, что красители и  их полупро­
дукты  не извлекаются водой из мясных, рыбных 
продуктов и сыров, поэтому для их анализа дан­
ны й способ не применим.
Гидрофильная сульфогруппа существенно по­
вышает растворимость вещества в воде, поэтому 
сульф окислоты  образую т значительно более 
прочные гидраты по сравнению с нафтолами. Для 
экстракции  ИСК и их производных применяли 
смесь высокогидроф ильных растворителей (эк- 
вим олярная смесь ацетон -  диацетоноввы й 
спирт) в присутствии N - цетилпиридиний хлори­
да (табл. 2).
Повышение эф ф ективности извлечения объ­
ектов исследования в присутствии N-цетилпири- 
динийхлорида обусловлено образованием ион­
ны х ассоциатов с сульф огруппами кислот и п и ­
щевых красителей, которые более гидрофобны и 
поэтому значительно легче извлекаются. Ввиду 
того, что молекула N-цетилпиридинийхлорида 
взаимодействует с одной сульфогруппой, при ана­
лизе смеси неизвестного состава к  раствору до­
бавляли избы ток ПАВ. Учитывая природу раство­
рителей, извлечение кислот происходит также за 
счет образования Н -связей между О Н-группой 
сульфокислоты и экстрагентами.
Таблица 2
Коэффициенты распределения в отсутствие (D) и в присутствии ПАВ (Опав), степень извлечения (Rhab) 
при экстракции эквимолярной смесью ацетон -  диацетоновый спирт, коэффициенты 
концентрирования (К ^ )  и смещения (Rf) нафтолсульфокислот, красителей и нафтолов; п = 5; Р = 0,95
Определяемое
вещество
D П^АВ Rhab. % «пав R,
2-Нафтол-6,8-
дисульфокислота
163±10 275118 96,510,2 8,610,5 0,8410,03*
0,7510,04**
1-Нафтал-4-
сульфокислота
320115 532126 98,110,1 16,510,7 0.70Ю.02*
0,6910,03**
2-Нафтал-6-
сульфокислота
322112 538125 98,110,1 16,710,6 0,6910,02*
0,7010,03**
КрасительЕ110 495121 1037151 99,010,1 32,111,5 0,6510,02*
0,6010,02**
Краситель Е 123 550128 1120150 99,210,1 34,911,4 0,6410,02*
0,5410,03**
КрасительЕ124 820140 1820167 99,510,1 56,312,0 0,6010,02*
0,4610,04**
Краситель Е 122 1255177 2505194 99,610,1 77,512,8 0,51 Ю,04* 
0,3810,02**
1-Нафтол 10,110,5 11,010,9 52,312,0 0,3410,02 0,1210,02*
2-Нафтал 9,410,5 10,110,5 50,211,2 0,3110,01 0,1010,02*
* лри элюировании смесью ацетон -  диацетоновыи спирт - 
** при элюировании смесью ацетон -  диацетоновый спирт
Установлена обратная зависимость между ко ­
эффициентами распределения и величинами R,. 
(табл. 2). М аксимальные значения Rf и м ини ­
мальные коэф ф ициенты распределения харак­
терны  для наиболее гидроф ильной кислоты  
2H68CK (содержит две гидроф ильные сульфог- 
руппы). Менее гидроф ильные кислоты  1Н4СК и 
2Н6СК (содержат одну сульфогруппу) легче извле-
онЕ 110
но,
Взаимосвязь между гидроф ильностью краси­
телей, коэф ф ициентами распределения и коэф­
ф ициентами смещ ения аналогична системам с 
нафтолди-сульфокислотами и моносульфокисло- 
тами. Краситель Е 122, содержащ ий 2 сульфог- 
рупцы  и 2 наф талиновых кольца, наименее ра­
створим и  характеризуется наибольш ими коэф­
вода ( 1 : 1 :  0,5).
-  вода ( 1 : 1 :  0,3).
каю тся в органическую  фазу в присутствии N- 
цетилпиридинийхлорида, но мало подвижны при 
хром атограф ировании. Введение в молекулу 
сульфокислоты крупного заместителя (фенольное 
или нафталиновое кольцо, диазогруппа) сниж а­
ет растворимость красителя.
С труктура определяемых азокрасителей при­
ведена ниже.
он Е 122
он Е 124
ф ициентами распределения и минимальными 
значениями Rp Легко растворим в воде краситель 
Е 110 (содержит бензольное и нафталиновое коль­
ца, 2 сульфогруппы), поэтому для него коэффици­
ент Rf максимален, а коэф ф ициенты распреде­
ления наименьшие. Красители Е 110 и Е 123 (в их 
составе 2 нафталиновых кольца и 4 сульфогруппы)
одинаково растворимы в воде, при хроматогра­
фировании смесью ацетон -  диацетоновый спирт 
-вода, взяты х в соотнош ении 1 :1 :0 ,5 , не разде­
ляю тся (табл. 2). Для их разделения применяли 
элюент с меньшим объемным содержанием воды 
(1 :1 :0 ,3 ). Уменьшение содержания воды приво­
дит к  ухудшению разделения более растворимых 
НСК (табл. 2), однако селективность разделения 
красителей при этом повы ш ается. Нафтолы в 
предлагаемых условиях хроматограф ического 
разделения характеризую тся малыми значени­
ями Rf, количественно их не определяли.
Предлагаемая методика экстракционно-хро­
матограф ического определения рекомендуется 
для определения красителей и их полупродуктов 
в кондитерских изделиях, йогуртах и напитках. 
Анализ не связан с применением деф ицитного и
дорогостоящего оборудования и реактивов, вре­
мя единичного определения в предел ах 40 мин, 
погреш ность не более 15%.
В табл. 3 приведены результаты анализа п и ­
щ евых продуктов (леденцовые конфеты, конфе­
ты  с джемом, вина, газированные напитки , ко н ­
центраты, йогурты ) разны х стран-производите- 
лей (Россия, Украина, Польша). Полученные ре­
зультаты сопоставлены с нормативными требо­
ваниями. Установлено, что из 14 объектов ана­
лиза 7 не соответствую т стандартам, действую­
щ им в России. В пищ евы х продуктах польского 
производства значительно завышено содержа­
ние красителей и их полупродуктов, а также най­
дены запрещ енные красители (Е 123) и неиден- 
тиф ицированные компоненты , вероятно, это по­
бочные продукты  синтеза красителей.
Таблица 3
Результаты определения гидроксисульфосоединений в пищевых продуктах (п = 5, Р = 0,95)
Продукт, производитель Идентифицированные
соединения
Рекомендуется, мг/кг Установлено, мг/кг
1 2 3 4
Йогурт клубничный, Воронеж Е122 <57 28,1 ±1,2
Йогурт персиковый, Воронеж Е110
Е122
Суммарное содержание 
красителей не более 50
17,8 ±2,0 
7,7 ±0,8
Конфеты “Апельсиновые”, 
Белгородская обл.
Е 110 <50 31,1± 3,0
Напиток “Апельсин”, Москва Е 110 <30 117 ± 5
Конфеты “Вишневые”, Самара Е 124 (в джеме) <200 220 ±11
Вино «Улыбка», 
Краснодарский край
Е 124 < 15 218± 11
Конфеты “Персик”, Украина Е 110 Суммарное содержание 15,2 ±1,5
Е 124 <50 7,5 ±0,8
Конфеты “Абрикос",Украина Е 110 <50 18,9 ±2,1
Конфеты “Клубника со слив­
ками",Украина
Е 124 (в джеме) <200 20,5 ±1,1
Вино «Середнянский закат», 
Украина. Ужгородская обл.
Не обнаружены - -
Напиток “Персик", Польша Е 110; Суммарное содержание 113 ± 5
Е 124; красителей <15; 103 ±5
Е 123; нафтолсульфокиспот 250 ±12
2Н6СК;
1 неидентифицированное
< 0,45;
Е 123 -отсутствие;
10,2 ±0,9
вещество, R, = 0,77±0,02; 
2 неидентифицированных 
вещества, R, = 0,37±0,02; 
Нафтолы
Нафтолы - отсутствие Нафтолы количественно 
не определяли
Окончание табл.З
1 2 3 4
Напиток “Малина”, Польша E 123; E 123-отсутствие; 475 ±28
2H6CK < 0,45
2H6CK; Нафтолы - отсутствие 11,0 ± 0,7
Нафталы -
Napoj malinowy, Польша E 122; Содержание красителей 347 ±15
E 124; <15, 215 ±11
2H6CK 2Н6СК < 0,45 2Н6СК - следы
Herbatka (лимон), Польша E110; Е 110-<30, 135 ±7
2H6CK 2Н6СК-0.90 2Н6СК - следы
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EXTRACTION-CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF FOOD DYES AND THEIR SEMIPRODUCTS 
IN FOOD OBJECTS
Ja.I.Korenman, P.T.Sukhanov, A.S.Gubin
Extraction with mixture of acetone and diacetone alcohol at presents of ammonium sulfate and N- 
cetylpyridiniumchloride was user for effective recovery of food dyes and their semiproducts from aqueous 
solutions. New extraction- chromatographic method of dyes determination in drinks, alcohol production, 
sweets e.t.c. was developed.
